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Résumé
La période entourant la gestation et les premières semaines de vie de la
progéniture est cruciale pour le développement optimal de celle-ci. Cette période
correspond à une période où la plasticité cérébrale et le remodelage synaptique sont
accrus. Toute activation anormale des systèmes du stress durant la période périnatale
peut avoir des effets négatifs sur le comportement. Dans le présent mémoire, nous avons
étudié chez le rat les conséquences d’un stress périnatal sur le comportement émotionnel
tout en contrôlant les variables contaminantes comme le comportement cognitif et
psychomoteur.
Un groupe de six femelles gestantes fut soumis à un stress chronique sous forme
d’aboiements canins (stimulation imprévisible, intermittente et variable en intensité)
appliqué durant toute la période périnatale. Un autre groupe de quatre femelles témoins
fut gardé en conditions standards d’animalerie. Tous les petits furent étudiés de la même
façon pour les deux groupes.
Les résultats obtenus montrent que les ratons expérimentaux présentent une
anxiété de trait et une anxiété d’état transitoire significativement plus élevée que les
ratons témoins. Ils présentent également un défaut d’habituation à leur environnement en
champs ouverts et au labyrinthe en croix surélevé. On note aussi un apprentissage spatial
moins bien consolidé à la piscine de Morris. Des déficits dans les tâches faisant appel
aux lobes frontaux furent observés se traduisant par un manque de flexibilité cognitive
iv
et/ou de mémoire de travail dans une tâche d’alternance en milieu aquatique alors que les
capacités motrices furent préservées.
Ces résultats montrent qu’une stimulation stressante périnatale induit un
comportement anxieux chez la progéniture et les tâches reliées au cortex préfrontal
semblent particulièrement plus vulnérables à cette stimulation.
Mots-clés Anxiété, stress périnatal, apprentissage, gestation, rat.
VAbstract
Pregnancy and the first weeks of life are crucial for the optimal development of
offspring. This period corresponds to maximum changes in plasticity and synaptic
organization in the central nervous system. Any abnormal activation of the stress
systems during perinatal period can have negative effects on behavior. In the present
work we studied the consequences of perinatal stress on the emotional behavior while
confoundable variables as psychomotor and cognitive behaviour were studying too on
rat offspring.
A group of six pregnant females was subjected to a chronic perinatal stress using
dogs’ barking (stimulus unpredictable, intermittent, variable in intensity). This
experimental stimulus was delivered during the whole perinatal period. A group of four
pregnant female served as controls and vas kept in standard housing conditions and the
offspring was studied in the same manner as the experirnental pups.
Resuits show that experimental pups display more trait anxiety and a transient
increase in state anxiety compared to control pups. They also lack habituation in the
open-field test and in the elevated plus maze. Spatial leaming is slowed and memory
consolidation is impaired in the Morris Water Maze. A lack of cognitive flexibility
and/or working rnemory was observed in prefrontal cortex oriented tasks (altemation
task). No differences were found on motor abilities per se.
vi
These resuits show that a stressed stimulation during perinatal period induce
behavioural anxiety on the offspring and frontal tasks seem to be particularly vuineraNe
to this stimulation.
Keywords: Anxiety, perinatal stress, learning, pregnancy, offspring, rat.
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I. Introduction
1. L’anxiété
L’anxiété est l’anticipation émotionnelle d’une situation aversive, difficile à
prévoir et à contrôler et qui va probablement se produire (Doron et Parot, 1991). C’est
donc un état émotionnel et comportemental exprimé dans des conditions
environnementales aversives qui peut être atténué ou augmenté par l’adrnimstration
spécifique de médicaments anxiolytiques ou anxiogènes respectivement (Ramos et
Mormède, 199$). Un niveau normal d’anxiété peut être considéré comme une réponse
adaptative normale à un agent aversif (Clément et al., 2002) mais des niveaux excessifs
d’anxiété causent la détresse et dans des cas plus sévères se manifestent sous fonie de
troubles pathologiques (Finn et al., 2003).
Classiquement, on distingue deux fonries d’anxiété, soit l’anxiété “d’état” et
l’anxiété de “trait” (Wall et Messier, 2001; Belzung et al., 1994; Spielberger, 1966).
L’anxiété d’état est une forme réactive qui se manifeste seulement en présence du
stimulus. Au contraire, le niveau d’anxiété de trait ne varie pas d’un moment à un autre
et est considéré comme une caractéristique permanente d’un individu (Wall et Messier,
2001; Beuzen et Belzung, 1995; Lister, 1990). Pour certains auteurs comme File (1991),
l’anxiété d’état est présenté comme étant détenniné enviroirnementalement, tandis que
l’anxiété de trait serait sous l’influence des composantes génétiques. Clément et
collaborateurs (2002) ont d’ailleurs montré que plusieurs loci (Mprnv-9, Bgl, Amy 1,
localisés respectivement sur les chromosomes 3, 9 et 3, 6 et 12) sont associés aux
comportements anxieux. Mais, l’anxiété est un phénomène complexe, induit non
seulement par des facteurs génétiques ou environnementaux, mais aussi par des
interactions multiples entre la génétique et les facteurs environnementaux et entre les
gènes eux-mêmes (Clément et aI., 2002).
Dans le présent mémoire, je vais vous présenter en détails les variables
dépendantes de l’étude, mais également la variable indépendante qui se traduit par une
stimulation auditive (aboiements canins) pendant une période maturationnelle
extrêmement sensible du développement. Ladite période est celle qui s’étend du jour 1
de la gestation au jour 15 de vie postnatale de la progéniture, autrement dit toute la
période périnatale.
1.1. Mesures de l’anxiété
L’anxiété est un phénomène émotionnel commun chez l’homme qui a été décrite
par des symptômes psychologiques comme le souci, l’agitation, ou la crainte et des
symptômes physiologiques comme la transpiration, l’élévation du rythme cardiaque, ou
le tremblement (Finn et al., 2003). Chez les rongeurs, l’anxiété peut être définie par une
quantification de comportement exploratoire, la défécation et la miction (Ossenkopp et
al., 1994; Lister, 1990). En effet les différents tests utilisés sont basés sur la capacité du
rat à explorer un nouveau champ (situation habituellement aversive) et de rester dans un
champ protégé (situation habituellement sécurisante) pour s’échapper des prédateurs. Les
études sur le comportement anxieux utilisent différents paradigmes (protocoles) incluant
3Je test en champs ouverts “open-field” (Clément et al., 1995; Peeler et Nowakowsky,
1987), le labyrinthe en croix surélevé “etevated plus maze” (Griebel et al., 2000; Agmo
et al., 1999), la boîte d’émergence “tight/darÏc emergence task (Griebel et aÏ.. 2000;
Crawley et aï., 1997; Beuzen et Belzung, 1995; Misslin et al., 1989).
Les divers modèles animaux d’anxiété chez les rongeurs visent donc les
différents comportements naturels, basés sur l’exploration spontanée et l’évitement de
situations nouvelles. Il s’agit généralement de situation ou l’animal doit apprendre à
appréhender les situations expérimentales qui sont basées sur des motivations
contradictoires (sécurité/aversion) (Finn et al., 2003; Crawley, 1999). Les stimuli
aversifs peuvent varier dans leur nature, d’aucuns peuvent être physiques (par exemple
les températures extrêmes, les décharges électriques, la privation de nourriture,
l’immersion dans l’eau), d’autres sont considérés comme étant psychologiques (par
exemple les environnements nouveaux, les champs fortement illuminés, les champs
ouverts, les hauteurs, l’instabilité sociale). Une variable complémentaire de l’expression
du comportement anxieux est la capacité de l’animal à éviter le stimulus aversif. Dans
certains cas, aucun choix n’est offert à l’animal, tandis que dans d’autres, l’animal peut
choisir entre l’approche ou l’évitement du stimulus (Ramos et Monnède, 1998). La
majorité de ces tâches utilise des comportements d’approche-évitement chez les rongeurs
qui paraissent refléter la réponse d’un rongeur en conflit dans son enviroimement naturel
(Finn et al., 2003).
4Par ailleurs, il été montré dans la littérature que les animaux qui présentent un
niveau d’anxiété élevé peuvent également avoir des difficultés d’apprentissage (Lupien
et McEwen, 1997; McEwen et Sapolsky, 1995) et motrices (Lepicard et al., 2003; Van
de Berg et al., 2003; Metz et al., 2001). C’est pourquoi, dans cette étude, nous allons
tenir compte de ces deux variables contaminantes (voir plus loin).
Dans les paragraphes qui suivent, nous allons faire une description des tests
comportementaux (variables dépendantes et variables contaminantes) qui ont été choisi
dans ce mémoire.
1.2. Tests comportementaux
1.2.1. Anxiété d’état
1.2.1.1. Le test en champs ouverts ou “open-field”
L’activité dans un champ ouvert est la mesure la plus vieille et la plus simple du
comportement anxieux chez les rongeurs (Henderson, 1967; Hall, 1936). Le test en
champs ouverts permet d’évaluer les effets des manipulations environnementales ou des
facteurs génétiques sur l’anxiété d’état des rongeurs (WaÏl et Messier, 2001; Ramos et
Mormède, 199$). Le dispositif est connu pour présenter un conflit entre la tendance
naturelle du rongeur à explorer activement un environnement nouveau afin d’établir des
repères pour se faire une représentation de son environnement et sa difficulté de
s’aventurer loin d’une paroi qui lui offre la sécurité relative des prédateurs (Finn et al.,
52003). Le dispositif est constitué d’un large champ ouvert et illuminé au planché
quadrillé et aux parois élevées dans lequel l’animal est placé pour la durée du test et
n’ayant aucune possibilité de fuite. La locomotion spontanée exploratoire, la proximité
aux parois et du secteur central sont évaluées pendant une période de 5-15 minutes (Finn
et al., 2003; Thullier et al., 2002).
Dans notre étude, nous avons utilisé le test en champs ouverts pour évaluer
l’anxiété d’état des ratons pour une durée de 15 minutes par animal. Un animal très actif
en périphérie et très peu actif au centre du champ ouvert est considéré comme ayant un
haut niveau d’anxiété (Filin et al., 2003). Les variables dépendantes mesurées que sont la
répartition de l’activité en périphérie versus au centre, le temps passé dans chaque zone
(périphérie versus le centre), nous indiquent le niveau d’anxiété des ratons; et le nombre
de redressements indiquant la prise d’information des indices environnementaux
(habituation). Entre chaque essai, le dispositif est soigneusement nettoyé avec un
mélange d’eau et d’alcool à 10% pour éliminer toute trace olfactive du précédent essai.
1.2.1.2. Le tabyrinthe en croix suréÏevé ou “eïevatedpÏus inaze”
Un des tests de modèles animaux d’anxiété le plus documenté et le plus
pharmacologiquement validé est le labyrinthe en croix surélevé (Trullas et Skolnick,
1993; Lister, 1987; Pellow et al., 1985). Les souris et les rats performent de façon
similaire au labyrinthe en croix surélevé (Crawley, 1999) et les analyses de distribution
des souches (lignées) indiquent qu’il y a une contribution génétique des niveaux de base
6de l’anxiété mesurée sur cette tâche (Rodgers et Cole, 1993; Tmllas et Skolnick, 1993).
Le labyrinthe en croix surélevé mesure l’anxiété d’état des animaux (WalI et Messier,
2001). Il est basé sur le conflit qu’à l’animal à explorer son environnement et l’aversion
pour les espaces ouverts sur le vide (Crawley, 1999; Montgomery, 1955). Le dispositif
est formé de quatre branches (deux branches fennées et deux branches ouvertes sur le
vide) qui s’étendent d’une plate-forme centrale et a la fonne d’une croix, le tout supporté
par un pied s’élevant à une certaine hauteur au dessus du sol (Hogg, 1996; Lister, 1987;
Pellow et al., 1985; Montgomery, 1955). Au début du test, l’animal est placé sur la
jonction centrale des quatre branches le museau orienté vers l’une des branches ouvertes
et on laisse l’animal explorer librement son environnement environ 5 à 15 minutes
(Torras-Garcia et al., 2005; Crawley, 1999). L’entrée dans les branches ouvertes ou
fermées du labyrinthe est déterminée lorsque le raton a ses quatre pattes à l’intérieur de
l’une ou l’autre section des branches (Lister, 1987; Pellow et al., 1985). Il arrive quelque
fois que le raton ne se trouve ni dans les branches fermées, ni dans les branches
ouvertes, dans ce cas, il se trouve dans le carré central qui sépare les quatre branches
ouvertes et fermées (Hogg, 1996). Le nombre d’entrées ainsi que le temps passé dans les
branches ouvertes et fermées sont mesurés. Les rongeurs préfèrent les branches fermés
du dispositif (sécuritaires) et généralement l’index d’anxiété est le pourcentage des
entrées dans les branches ouvertes (aversives) ou le temps passé dans celles-ci. Un
animal montrant une diminution des entrées dans les branches ouvertes ou du temps
passé est considéré comme ayant un niveau d’anxiété accru (Finn et al., 2003). Dans
7certains cas, les mesures d’anxiété sont exprimées en pourcentage d’entrée dans les
branches ouvertes et fermées et en pourcentage de temps passé dans les branches
ouvertes et fermées (Wall et Messier, 2001; Rodgers et Dalvi, 1997; Lister, 1987;
Pellow et al., 1985). Le temps passé au centre peut varier entre des groupes (par exemple
le traitement par les médicaments ou la modification génétique). On ne connaît pas
vraiment ce que ce paramètre reflète, mais il a été suggéré qu’il peut toucher au
processus décisionnel et/ou d’évaluation du risque (Rodgers et Johnson, 1995; Cruz et
al., 1994). Dans d’autre cas, les mesures d’anxiété sont exprimées en nombre d’entrée et
en temps passé dans les branches ouvertes et fermées du labyrinthe (Tonas-Garcia et al.,
2005; Crawley, 1999). Lister (1987) a montré que les paramètres comportementaux
mesurés dans le labyrinthe fournissaient deux facteurs indépendants, l’un reflétant
l’anxiété et l’autre l’activité motrice. Il apparaît que le comportement des animaux dans
le labyrinthe est aussi affecté par les variations dans l’anxiété de trait (c’est-à-dire la
différence des souches), mais les résultats pharmacologiques sont plus sensibles aux
différences induites expérimentalement dans l’anxiété d’état (Hogg, 1996).
Dans notre étude, nous avons choisi d’exprimer le niveau d’anxiété d’état des
ratons par le nombre d’entrée et le temps passé dans les branches ouvertes et fermées. La
durée du test était de 15 minutes et entre chaque essai, le dispositif était soigneusement
nettoyé avec un mélange d’eau et d’alcool à 10% pour éliminer toute trace olfactive du
passage précédent.
$1.2.2. Anxiété de trait
1.2.2.1. Le test d émergence ou “tight/dark emergence task”
L’émergence du milieu sombre vers le milieu éclairé comme mesure de l’anxiété
de trait est basée sur le conflit entre la tendance qu’a un rongeur d’explorer un
environnement nouveau et les propriétés aversives d’un champ ouvert vivement illuminé
(Crawley, 1999; Crawley, 1985). Le dispositif est une boîte rectangulaire complètement
opaque avec une porte donnant accès à un champ ouvert et fortement illuminé. Le
comportement de l’animal est mesuré pendant 10 minutes (Crawley, 1999; Rarnos et
Monnède, 1998). Les variables dépendantes mesurées sont habituellement le nombre de
transitions et le temps passé dans chacune des sections du dispositif: la chambre obscure
ou le champ ouvert (CrawÏey, 1999). Un rongeur montrant une augmentation du temps
passé dans la chambre obscure serait interprété comme ayant un niveau élevé d’anxiété.
La latence pour quitter la chambre obscure (tâche d’émergence) ou la latence pour entrer
dans la chambre obscure (tâche de transition) peuvent aussi être employée comme un
index d’anxiété. Une latence accrue pour quitter la chambre obscure (la tâche
d’émergence) ou une latence faible pour entrer dans la chambre obscure (la tâche de
transition) reflète aussi une augmentation de l’anxiété (Finn et al., 2003; Crawley. 1999).
Dans notre étude, nous avons considéré la latence d’émergence des deux pattes (indice
d’hésitation), puis des quatre pattes pour quitter la chambre obscure. Si l’animal ne sort
pas durant le temps alloué, il est retiré et remis dans sa cage. Entre chaque essai, le
9dispositif est soigneusement nettoyé avec un mélange d’eau et d’alcool à 10% pour
éliminer toute trace olfactive du précédent essai.
L’anxiété est donc un phénomène très complexe dans lequel des variables
contarninantes comme l’apprentissage et les performances motrices peuvent s’y
rattacher. Nous allons contrôler ces variables en évaluant l’apprentissage des ratons par
le test de la piscine de Morris donc une version allocentrique du labyrinthe aquatique
(Morris, 1982) et dans le labyrinthe aquatique en T (Beaulieu et Godbout, 2000) et par
les tests moteurs (Patin et al., 2004; Lepicard et al., 2003; Joyal et al., 2001; Metz et al.,
2001; Joyal et al., 1996).
Comme annoncé plus haut, tous ces tests d’anxiété comportent aussi des
éléments comportementaux non spécifiques qui peuvent agir comme des facteurs
contaminants. Le plus évident est la qualité de la motricité car si un animal a des
difficultés locomotrices il ne peut obtenir les même résultats comportementaux que des
animaux témoins sans pour autant que l’anxiété ne soit compromise. De plus, il a
fréquemment été montré dans la littérature que les animaux ayant un niveau d’anxiété
élevé présentent aussi des déficits moteurs (Rudrauf et al., 2004; Lepicard et al., 2003).
En outre, les tests utilisés peuvent contenir une autre variable contaminante qui est celle
de l’apprentissage. En effet, lors des tests en champs ouverts, ou du labyrinthe en croix
surélevé, l’animal peut avoir une réduction de l’exploration de son environnement
uniquement à cause d’un apprentissage d’habituation. Chapouthier et Venault (2002)
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montrent que les animaux ayant un niveau d’anxiété élevé ont des problèmes
d’apprentissage.
C’est pourquoi toute évaluation devrait toujours inclure une ou plusieurs de ces
variables contaminantes. Dans ce mémoire, nous allons étudier une des formes de la
performance motrice par des tests psychomoteurs et les capacités d’apprentissage des
animaux dans des labyrinthes aquatiques.
1.2.3. Mesures comportementales de l’apprentissage
1.2.3.]. Les labyrinthes aquatiques
Établie par Morris (1984), la piscine est constitué d’un bassin circulaire de 150
cm le diamètre, 50 cm de profondeur, rempli de 25 cm d’eau rendue opaque par ajout de
lait en poudre. La piscine est virtuellement subdivisée en quatre quadrants. Une
plateforme (2Ox2Ocm, 23cm de haut) submergée par 2cm d’eau et placée à 30cm de la
paroi a été placée dans un des quadrants. Chaque raton est évalué individuellement. Il est
d’abord familiarisé avec l’équipement en le plaçant sur la plateforme submergée pour un
maximum de 2 minutes. S’il quitte la plateforme, on le laisse nager pour ensuite le
replacer sur la platefonne pour les 15 dernières secondes des 2 minutes de
familiarisation.
Après cette période de familiarisation, les essais commencent. Tout d’abord, le
raton est immergé dans un des quadrants du bassin, la face ventrale contre la paroi et à
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ce moment précis, on part le chronomètre. Le temps de nage alloué pour retrouver la
plateforme est habituellement de 60 secondes. Cependant, compte tenu de l’âge des
animaux, ce temps a été fixé à 40 secondes par animal dans notre étude. Les tests avaient
donc lieu à PN21 soit trois semaines après la naissance des ratons (Jett et al., 1996). Si
l’animal ne retrouve pas la plateforme durant le temps imparti, il est placé sur celle-ci
pour 15 secondes, puis replacé dans sa cage et on passe au suivant. S’il trouve la
plateforme, on le laisse également pendant 15 secondes pour prendre les indices de son
environnement (indices distaux collés aux quatre coins de la pièce en plus des deux
expérimentateurs placés toujours aux mêmes endroits). On a également réduit le nombre
d’essais par jours qui est habituellement de six et avons réalisé quatre essais par jours
pendant six jours consécutifs, le temps entre chaque essai est de 30 minutes. Au sixième
jour on réalise le test de réminiscence (“probe test”) qui consiste à enlever la plateforme
et voir si l’apprentissage est bien consolidé. Au septième jour, on réalise le test de la
plateforme visible. Dans ce dernier cas, on n’ajoute pas de lait à l’eau et on accroche un
indice visuel sur la plateforme (indice proximal) afin de s’assurer que les animaux ne
présentent pas de troubles visuels (Beaulieu et Godbout, 2000; Crawley, 1999; Crawley,
1997).
1.2.3.2. Version allocentrique: Piscine de Morris
Il s’agit de la version décrite par Morris (1984). Pour chaque essai, le raton part
d’un quadrant différent au quadrant de l’essai qui l’a immédiatement précédé. Pour
chaque essai successif le raton se sert des indices environnementaux entourant la piscine
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pour des associations et estimer l’emplacement de la plateforme cible (Beaulieu et
Godbout, 2000). Ce type de performance exige un hippocampe intact (Morris et al.,
1982). Chez les rongeurs, l’altération de l’hippocampe entraîne un déficit dans les
processus d’acquisition et de mémorisation et les apprentissages spatiaux (Luine et al.,
1994; Shors et al., 1992).
1.2.3.3. Version alternance
Cette procédure a été décrite en détail par Beaulieu et Godbout (2000). Il s’agit
d’une adaptation du labyrinthe en T dans la piscine de Morris par Beaulieu et Godbout
(2000). Brièvement, les ratons sont placés dans la même piscine que dans la version
allocentrique. Par contre, la position de la plateforme alterne entre deux quadrants (la
position “initiale” et la position “alternée”) tandis que les ratons partent toujours de la
même position. Ce type de performance fait appel au cortex préftontal médian aussi bien
chez l’humain que chez l’animal (Le Marec et al., 2002; Verin et al., 1996; Granon et
al., 1994; Divac et al., 1975). Le Marec et collaborateurs (2002) ont montré que la lésion
du cortex préfrontal médian par l’acide iboténique est associée avec un déficit de la
mémoire de travail dans ce type de tâche.
Les variables dépendantes dans les deux cas sont le nombre de quadrants
traversés, le nombre de fois où le raton a obtenu deux succès consécutifs et le temps pris
pour retrouver la plateforme cible.
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1.2.4. Mesures psychomotrices
Plusieurs études ont montré que le stress peut affecter négativement les capacités
motrices (Lepicard et al., 2003; Van de Berg et al., 2003; Metz et al., 2001) et les
capacités d’apprentissage (Lupien et McEwen, 1997; McEwen et Sapolsky, 1995) des
animaux. Van de Berg et collaborateurs (2003) ont montré que les tests moteurs réalisés
chez des rats révélaient des effets subtiles sur la perfonance motrice, c’est-à-dire une
faible diminutioiT dans l’activité motrice. Ceci serait dû à une perte neuronale et une
déplétion des neurotransmetteurs dans le striatum qui assure le contrôle moteur,
l’intégration sensorimotrice et l’apprentissage (Van de Berg et al., 2003). Nous avons
donc décider de tester les capacités psychomotrices des ratons à PNI5 en utilisant des
tests psychomoteurs (Patin et al., 2004; Joyal et al., 2001; loyal et al., 1996) afin de
contrôler ce paramètre. La grille que nous avons utilisée est caractérisée par les
dimensions suivantes 35cm de long, 25cm de large et 3cm d’épaisseur. Sa surface est
recouverte par une grille aux mailles de 2mm2 chacune.
1.2.4.1. Retournement
Les ratons sont placés sur un plateau incliné formant un angle de 45°, la tête
orientée vers le bas. Le temps que met le raton pour se retourner en ramenant sa tête
dans une position stable (tête vers le haut) est le chronométré.
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1.2.4.2. Grille vertical
Le rat est placé au bas de la grille et le temps mis pour atteindre le sommet est
chronométré. On observe ainsi la coordination du mouvement, la locomotion sur la
grille. La variable dépendante ici mesurée est le temps mis pour positionner les deux
pattes de devant au sommet de la grille.
1.2.4.3. Agrtpement
Ce test permet de vérifier la capacité du raton à s’accrocher à un fil qui stimule sa
face palmaire lorsqu’il se retrouve en état de déséquilibre (Patin et al., 2004). Le raton
est alors placé sur une grille aux mailles de 2mm2 située à environ 10cm au dessus d’un
coussin de mousse pour amortir la chute du raton. La latence de chute est ainsi
chronométrée.
2. Stress et périnatalïté
Il existe plusieurs façons d’induire de l’anxiété dont le stress. Le stress est un
concept dont le sens est très large et, selon le champ d’étude auquel on s’intéresse, peut
être défini de plusieurs manières. Pour Relier (2001), le stress est défini comme une
panne dans l’équilibre physiologique et/ou psychologique et pour Selye (1956), pionnier
dans l’étude du stress, «le stress est l’état rendu manifeste par un syndrome spécifique
comportant tous les changements non spécifiques intervenant dans un système
biologique».
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Il est nécessaire de définir notre interprétation du concept stress. Dans cette
étude, nous entendons par stress toute réponse d’un organisme aux stimuli
environnementaux (stresseurs) qui menacent son équilibre interne aussi appelé
homéostasie et pouvant induire des désordres comportementaux.
Au nombre des stresseurs, les études animales et humaines rapportent les
facteurs environnementaux tels que les températures extrêmes (Jedema et al., 2001;
1999) et le bruit (Rabat et al., 2005; Creel et al., 2002; Nelson, 2000); les facteurs
physiologiques tels que la privation d’eau et de nourriture (Datta et al., 2000), les
infections (Bilbo et al., 2005; Russeli et Brunton, 2005) et les facteurs psychosociaux
tels que le regroupement de plusieurs rats dans une même cage pendant six semaines
(Bernatova et Csizmadiova, 2005).
L’exposition des femelles gestantes au stress a été utilisée comme moyen
d’altération du comportement de la progéniture plus tard dans leur vie (Koenig et al.,
2005). En effet, des études ont montré que l’exposition au stress durant la dernière
semaine de gestation entraîne une reprogrammation de l’axe hypothalamo-hypophysaire
surrénalien du foetus (Weinstock, 2001; Welberg et Seckl, 2001). Ces changements dans
la fonction de l’axe HPA sembles surgir comme la conséquence d’une diminution
sélective dans l’expression des récepteurs aux glucocorticoïdes dans 1 ‘hippocampe
(Barbanzanges et al., 1996; Henry et al., 1994). Batuev et collaborateurs (1996) ont
montré que des ratons âgés d’un mois issus de mères stressées durant la gestation
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présentaient des niveaux de locomotion faible et d’anxiété élevée comparés aux ratons
issus de mères témoins.
2.1. Induction de la réponse anxieuse chez les petits
Il existe plusieurs façons d’induire une réponse anxieuse. Certains sont d’ordre
physiologique et utilisent souvent les voies de la douleur, comme la stimulation
nociceptive électrique ou thermique (Palma et al., 2000; Endo et al., 1999; Lordi et aï.,
1997) ou une raréfaction d’oxygène (Caston, 1992). D’autres sont plutôt d’ordre
psychologique et font appel à une menace mettant en jeu la survie ou l’intégrité
physique de l’animal, comme l’évocation olfactive ou auditive d’un prédateur (Neumaim
et CoÏlins, 1991) ou font appel à une peur intrinsèque de l’animal comme la peur du
milieu aquatique (Morrow et al., 2000; Tanaka, 1999; Coll-Andreu et al., 1989). Il a été
montré que différents agents stressants induiront des altérations comportementales
différentes. De plus, un même stress n’aura pas le même impact sur l’organisme selon
qu’il est administré de façon aiguê ou chronique (Lordi et aÏ., 2000; Lordi et al., 1997) et
la prédictibilité plus ou moins grande de l’événement stressant déterminera les réactions
de l’organisme. Néanmoins pour qu’une stimulation soit stressante il faudra que l’animal
ne puisse avoir aucun contrôle sur sa probabilité d’apparition pour éliminer toute
possibilité d’habituation. Amat et collaborateurs (1998) ont montré que si l’on a la
possibilité de stopper l’évènement stressant, les réactions adaptatives seront moindres.
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Dans ce présent mémoire, nous avons utilisé des aboiements canins comme
stimulus stressant. Les femelles gestantes sont soumises aux aboiements diurnes
imprévisibles, intermittents et variables en intensité (aucun indice environnemental ne
peut prédire leur déclenchement ni leur intensité, il n’y donc pas d’habituation possible).
Les aboiements de chiens proviennent d’un chenil situé à proximité de l’animalerie de
nos femelles gestantes. Il s’agit d’un stress qui est perçu par l’animal comme étant une
menace potentielle à sa sécurité et une perturbation de son environnement. Une mesure
du taux de décibels est effectuée quotidiennement pour contrôler le niveau sonore du
stimulus stressant. Cette mesure a révélé que le taux oscille entre 55 et 75dB, avec une
moyenne de 65.5 dB, ce qui est confonne aux normes admises par le Conseil Canadien
pour la Protection des Animaux (un taux de $5 dB maximum est toléré en animalerie) et
inférieur au seuil de la douleur (120dB). Les progénitures des femelles soumises à de
telles conditions sont comparées aux progénitures des femelles témoins élevées dans un
environnement standard d’animalerie dont le taux de décibels ambiant est inférieur à 50.
Dans la section suivante, nous allons faire un bref aperçu du développement
embryonnaire et foetal chez le rat.
2.2. Processus gestationnel
La fécondation marque le début de la gestation qui dure chez le rat de 21 à 23
jours (Sharp et LaRegina, 199$). Le développement précoce se déroule dans la lumière
de loviducte (2 premiers jours), puis de l’utérus, jusqu’à l’implantation du blastocyste
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(l’embryon) dans la paroi de l’organe 5 à 6 jours après la fécondation (Witschi, 1956). Le
développement embryonnaire est un phénomène que l’on peut subdiviser en deux
grandes phases.
2.2.1. L’organogenèse
Elle est caractérisée par la formation et le développement des différents organes
du nouvel individu suite à l’implantation du blastocyste entre le 5èhhle et le 6ème jour dans
la muqueuse utérine (Witschi, 1956) puis sa différenciation en trois feuillets
l’ectoderme évoluera en épiderme et en tissu nerveux; le mésoderme donnera naissance à
la paroi du tube digestif, et les organes annexes comme le pancréas et le foie;
l’endoderme donnera naissance à plusieurs organes (coeur, reins, gonades), aux tissus
conjonctifs (os, muscles, tendons) et aux cellules du sang. La formation du tube neural
qui dérive de l’ectoderme et la mise en place des principales ébauches organiques se
déroulent entre les 9eme et 1 0ême jours de la gestation.
2.2.2. L’histogenèse
L’histogenèse conduit à la formation et au développement des tissus de
l’embryon, au remaniement de ces tissus au cours des métamorphoses ainsi qu’à la
formation des vésicules encéphaliques, de l’établissement des connexions synaptiques
suivies de leur myélinisation; rnyélinisation qui, par ailleurs se poursuit au delà de
l’histogenèse et contribue à l’établissement des capacités fonctionnelles.
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Cette période est particulièrement critique car elle correspond au remodelage
synaptique (Walker et al., 2004; Vyas et al., 2002), à la synaptogenèse et à la maturation
des neurotransmetteurs et des neuromodulateurs. Les structures soupçonnées d’être
atteintes dans notre étude se développent particulièrement à cette période (voir Tableau).
Étant donné que les glucocorticoïdes font partie des hormones stéroïdieirnes qui sont
lipophiles, elles ont donc la capacité de traverser aisément les barrières biologiques telles
que la barrière foeto-placentaire (Seckl, 2004). Ceci pourrait expliquer du moins en
partie comment les glucocorticoïdes maternels se retrouvent dans le sang foetal où ils se
lient à leurs récepteurs cibles localisées presque partout dans le cerveau foetal
notamment dans l’hippocampe, l’amygdale et le cortex préfrontal (Speirs et al., 2004;
Cole, 1995).
La maturation cérébrale fonctionnelle débute en fin de gestation lorsque les
structures fondamentales sont en place. C’est un processus lent et qui se poursuit
longtemps après la naissance puisque le rat naît immature (peau nue, yeux fermés,
oreilles collées). Il a d’ailleurs été montré que les perturbations durant cette phase ont des
conséquences neurodeveloppementales qui perdurent souvent dans le temps voire
jusqu’à l’âge adulte pouvant entraîner des troubles émotionnelles, cognitives et
cardiovasculaires (Seckl, 2004; McEwen, 2000; Nyirenda et al., 199$). Les hormones de
stress (glucocorticoïdes) jouent un rôle principal dans la médiation des réponses
adaptatives et inadaptées en interagissant réciproquement avec les aspects spécifiques de
la physiologie de chaque tissu (McEwen, 2000). Il a été montré que l’administration
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tardive de glucocorticoïdes au cours de la gestation chez les rongeurs réduit
significativement le poids des petits à la naissance et prédispose à des problèmes
d’hyperglycémie et d’hyperinsulinémie à l’âge adulte (Nyirenda et al., 1998; Purdy et
Metzger, 1996).
Tableau t Développement ernbryogénique des aires du cerveau chez le rat.
Adaptaté de Weinstock 2001.
Régions du cerveau Stades de développement
Embryonnaire (E) Postnatal (PN)
Locus coeruleus Eh — E12
Raphé E13—E15
formation réticulaire E12 — E15
Hypothalamus E13 — Eh?
Hippocampe E17—E23 PN1—PN15
Cellules granulaires du gyrus PN3 — PN 15
dentelé
Stri atum E 16 — E22
Amygdale E13—E19
Cortex couches du néocortex E15
— E19
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2.3. Relation mères/petïts
2.3.1. Influences intra-utérines
De manière générale les hormones stéroîdiennes lesquelles sont d’ailleurs
lipophiles sont capables de traverser les barrières biologiques et constituent de puissants
médiateurs lors de la construction et de l’organisation du système nerveux survenant très
tôt dans la vie (Secki, 2004). Ceci suggère qu’une exposition prolongée ou chronique à
d’autres hormones stéroïdiennes comme les glucocorticoïdes durant la période périnatale
peut avoir des effets similaires. La programmation précoce permet expliquer
l’association entre les évènements environnementaux prénataux susceptibles d’altérer la
croissance, le développement foetal et la physiopathologie plus tard (Seckl, 1998; Csaba,
1986). La programmation reflète donc l’action de tout facteur intervenant durant cette
période développementale sensible affectant le développement et l’organisation de tissus
spécifiques vulnérables et produisant des effets persistants et pathologiques (Secki,
2004).
Il a été montré que les glucocorticoïdes ont de puissants effets négatifs sur le
développement des tissus. Les récepteurs aux glucocorticoïdes sont exprimés dans la
plupart des tissus foetaux depuis les premiers stades embryonnaires (Speirs et al., 2004;
Cole, 1995). L’expression étroitement liée à l’affinité plus haute des récepteurs aux
minéralocorticoïdes a une distribution plus limitée dans les tissus au cours du
développement et est présent seulement aux stades tardifs de la gestation, du moins chez
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les rongeurs (Brown et al., 1996). En plus, les glucocorticoïdes sont très fortement
exprimés dans le placenta (Sun et al., 1997) où ils sont capables de moduler les effets
métaboliques et anti-inflammatoires (McEwen, 2000).
2.3.2. Influences extra-utérines
La génétique, l’environnement et le comportement maternel sont d’autres facteurs
à considérer lorsque l’on veut comprendre le développement d’un organisme (Walker et
al., 2004; Weaver et al., 2004; Meaney, 2001; Relier, 2001). Les influences alimentaires
par exemple peuvent s’avérer cruciales non seulement pour régulariser la croissance du
nourrisson, mais aussi pour moduler la réponse du système neuroendocrinien au stress,
et peut être, influencer certains aspects du développement du cerveau dont
l’hypothalamus et l’hippocampe (Walker et al., 2004). Une diète grasse et les
changements dans la composition des acides gras des membranes du cerveau sont
impliqués dans le développement et la susceptibilité de plusieurs maladies mentales
comme la dépression et la schizophrénie. Ces changements ont lieu par la libération des
acides gras par les phospholipides via la phospholipase A2 qui sont immédiatement
convertis en série d’éicosanoïdes omega 6 ou omega 3 (Greenwood et Young, 2001).
Chez le rat, le stress chronique maternel durant la gestation a été utilisé pour étudier le
développement puis la vulnérabilité de la progéniture au stress. Plusieurs protocoles
incluant l’injection sous-cutanée journalière de solution saline, l’immersion, la
contention, les chocs électriques induisent à long ternie chez la progéniture des
anomalies comportementales et neurobiologiques durables (Pardon et al., 2000; Lordi et
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al., 1997). De plus, il a été montré que des variations dans le comportement maternel
notamment le léchage et le toilettage des petits affectent directement le développement
de l’hippocampe et la cognition chez les rat (Bredy et al., 2003; Liu et aI., 2000). Les
petits issus de mères qui ont une grande fréquence de léchages et de toilettage durant la
première semaine de vie montrent une augmentation de la densité synaptique de
l’hippocampe ainsi qu’une augmentation des capacités d’apprentissage spatial et de la
mémoire (Liu et al., 2000). Par ailleurs, Walker et collaborateurs (2004) ont montré que
la leptine produite par le tissu adipeux est présente dans le lait maternel et agit sur les
structures comme l’hypothalamus, l’hippocampe, l’hypophyse et les surrénales des petits
pour réduire l’exposition aux glucocorticoïdes et la réactivité au stress.
3. Objectifs et hypothèses expérimentales
3.1. Objectifs de l’étude
Nous avons vu que l’environnement périnatal était crucial pour la santé de la mère et sa
descendance. Peu d’études se penchent simultanément sur une manipulation des
environnements prénatal et postnatal afin d’établir quelles pourraient être les
conséquences sur la descendance. Nous nous sommes donc intéressés à cette question et
afin de perturber toute la période maturationnelle jusqu’à ce que l’ouïe, la vue et la
locomotion soient possibles autrement dit de la période foetale jusqu’à la l’acquisition de
capacités fonctionnelles de la progéniture (maturation de l’individu). Nous avons donc
infligé un stress chronique périnatal soit du jour 1 de la gestation jusqu’au jour 15 de vie
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postnatale de la progéniture. Par la suite nous avons effectué des analyses
comportementales et notre attention fut principalement focalisée sur les perfonTiances de
la progéniture dans l’expression du comportement anxieux mais également dans les
sphères de l’apprentissage et de la motricité.
3.2. Hypothèses expérimentales
3.2.1. Hypothèse générale
Vérifier si une stimulation périnatale stressante telle que des aboiements canins est
associée à des comportements postnataux anxieux chez la progéniture.
3.2.2. Hypothèses spécifiques
Hi Les petits des portées stressées montreront une augmentation de l’anxiété d’état sur
le labyrinthe en croix surélevé et dans le test en champ ouvert.
112 Les petits des portées stressées montreront une augmentation de l’anxiété de trait
au test d’émergence.
113 : Les petits des portées stressées présenteront une altération des capacités
psychomotrices.
114 t Les petits des portées stressées montreront des déficits d’apprentissage dans les
deux versions du labyrinthe aquatique.
Contribution des auteurs
Thierno Madjou Bah, Nathalie Le Marec and Roger Godbout (2005). Effects of
chronic stress during the perinatal period on emotiona and cognitive abilities in
rat pups. (Will be subrnitted for publication to Behavioral Brain Research).
Dre Nathalie Le Marec et Dr. Roger Godbout ont supervisé ce projet de
recherche. Ils ont aussi contribué à l’analyse des données, à leurs interprétations et à la
rédaction du manuscrit.
Quant à moi, j’ai contribué à la conduite des expériences, à la cueillette des
données, à leur analyse ainsi qu’à la rédaction du manuscrit.
II. Effects of chronic stress during the perinatal perioti
on emotional anti cognitive abilities in rat pups
Thierno Madjou Baba, Nathalie Le Marec,* and Roger Godbout’
aBiomedecite Center, Sacré-Coeur Hospital of Montreal
and
bDep artment of Psychi atry, University of Montreal
Number of text pages: 46
Number of figures: 18
Number of tables: 2
WilI be submitted for publication to: Behavioral Brain Research
* Address for correspondence:
Nathalie Le Marec, Ph.D.
Centre de Biomédecine, Hôpital du Sacré-Coeur
5400 Boul. Gouin Ouest, Montréal (Québec)
Canada H4J 1C5
Phone: (514) 338-2222, ext. 3696
fax: (514) 338-2694
E-mail:
Abstract
Pregnancy and the first weeks of life are crucial for the optimal development of
offspring. This period corresponds to maximum changes in plasticity and svnaptic
organization in the central nervous system. Any abnormal activation of the stress
systems during pei-inatal period can have negative effects in anxious behavior. In the
present work we studied the consequences, in the rat of perinatal stress on the cognitive
and ernotional behavior of the offspring.
A group of six pregnant females was subjected to a chronic moderated stress
using dogs’ barking. This auditory stimulus was unpredictable, intermittent, and its
intensity was variable (average: 65.5 dB). This experirnental stimulus was delivered
from the onset of pregnancy to the fifteenth day of postnatal life of offspring (20 males,
20 females). A group of four pregnant female seiwed as controls and was kept in
standard housing conditions and the offspring (20 males, 20 fernales) was studied in the
same manner as the experimental pups.
Results show that rats bom from stressed mothers display more trait anxiety and
a transient increase in state anxiety compared to control pups. They also lack habituation
in the open field test and in the elevated plus maze. Spatial learning is slowed and
memory consolidation is irnpaired in the Morris Water Maze. A lack of cognitive
flexibility and/or working memory was obseiwed in prefrontal cortex oriented tasks
(alternation task and T-maze test). No differences were found on motor abilities per se.
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These resuits show that a stressed stimulation during perinatal period induce
behavioural anxiety on the offspring and frontal tasks seem to be particularly vuinerable
to this stimulation.
Keywords: Anxiety, perinatal stress, pregnancy, leaming, offspring, rat.
1. Introduction
It is already weJl known that the deveioprnent of the central nervous system
(CNS) depends on the interaction between the organisrn and its environment. The
consequences of such interactions take place as soon as the embryo is implanted in the
uterus, i.e. around day 6 of gestation in rodents (Witschi. 1956) and can induce physical
or cognitive impainrients in the pups (see below). Upon delivery, newborns are stili
immature and environrnental conditions stili continue to influence it directly, including
maternai care (Liu et al., 1997), malnutrition (Datta et al., 2000), chronobiologicai
measures (Kenriaway, 2002), physicai stress (Lordi et al., 2000, 1997; Paima et al.,
2000; Endo et al., 1999; Koehi al., 1999) or psychologicai stress (Lordi et al., 2000,
1997;
Morrow et al., 2000; Tanaka, 1999; Coli-Andreu et al., 1989).
Stress is a physiological phenornenon by which an organism reacts to aggression
or strong stimulations. Any application of acute or chronic stress involves adaptive
reactions of the organism. In mammals, the endocrine stress response is mediated
through the hypothalarnic-pituitary-adrenal axis (HPA) leading to the release of
glucocorticoids and catecholamines (Vaientino et ai, 1998; Piotsky, 1991; ThielTy et al.,
1976). Glucocorticoids also normally activate a serotonin-dependant negative feedback
mechanism to terminate the release of corticotrophin-releasing hormone (CRH) in some
areas brain such as hippocampus, amygdala, hypothalamus and prefrontal cortex
(McEwen, 2000; Lupien et aï., 199$). Stress-induced structural changes in the brain
have been reported to be related to clinical disorders such as anxiety and depression
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(Bakshi and Kalin, 2000; Arborelius et al., 1999; Holsboer, 1999) including post
traumatic stress disorder and individual differences in the aging process (Lupien et al.,
1998). Thus, chronic stress will impair the ascending serotoninergic neurotransmission,
which can explain the increased susceptibility of stressed rats to depression-like
behavior (McEwen, 2000). It is also well documented that chronic stress induced
structural changes in hippocampus and arnydgala that can explain anxiety and cognitive
impairment (Vyas et al., 2003; Vyas et al., 2002; Lupien et ai., 1998). It is well known
that late gestational, prenatal and postnatal periods in most species are characterized by
intense process of synaptogenesis and remodeling which underlies the functional
maturation of the central nervous system. This process would be influenced by
giucocorticoids production. Excess glucocorticoids production is deleterious to brain
maturational processes, whereas low adrenal corticosterone secretion in neonatai life
allows for adequate brain deveiopment (Waiker et al., 2004).
To be stressful, a stimulus needs to be uncontrollable, unpredictable and must
fluctuate enough in order to avoid habituation processes (Amat et ai, 1998). Noise is a
stressful agent as it increases the release of stress hormones (Weinstock et al., 2001,
1992; Kay et al., 1998; Dilts et al., 1995) and it can be modulated in ternis ofintensity
and duration (Harkin et aI, 2002). Animal submitted to an acoustic chronic stress
deveiop anxiety-like symptoms (File and Fernandes, 1994) and show mild cognitive
deficits (Arnsten, 2000). It has been shown for example that chiidren attending a school
located close to international airport have increased levels of physiological arousal and
stress compared to controls. Moreover, they present an increase of their stress ievel
(Matsui et al., 2004; Evans et al., 1995, 2001). Those children present deficits in focus
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attention, in rnernory test and in reading abilities. Recent ethological study performed in
winter have shown that noise generated by snowmobile raise stress hormone levels and
increase heart rate ofwiid animais living in national parks (Creel et al., 2002).
Severai behavioral tasks are known to measure anxiety-like symptoms and
cognitive abilities in rats. Anxiety-like behavior can 5e quantified using unconditioned
tests such as the elevated plus maze, the open-field box and the dark box emergence test
(Lieben et al., 2004; McMillen et al., 199$). Anxiety can 5e broken down into at least
two different phenotypes (Brush, 2003a, 2003b) and each can be selectively tested.
State-anxiety is a reactive component experienced at a particular moment, faciÏitated by
the presence of an anxiogenic stin;ulus. In rats, the most recognized task to quantify
state-anxiety is the elevated plus maze in which closed arms of runways offer a more
secure environment while open amis constitute an anxiogenic stimulus (Poltyrev and
Weinstock, 2004; Leret et al., 2003). The open-field paradigm can aiso be used to
evaluate state-anxiety, the center of the arena being the anxiogenic stimulus
(Wartelia et al., 2003; Lordi et al., 2000). Trait-anxiety is considered to be an enduring
feature, resistant to time and conditions. The dark box emergence test serves to test trait
anxiety (Rondi-Reig et al., 1997). Cognitive abilities can 5e measured by spatial
orientation tasks such as various forms ofthe Morris water Maze (Le Marec et al., 2002,
D’Hooge and Deyn, 2001, BeauÏieu and Godbout, 2000; Morris et ai, 1982).
The aim of the present study was to verify whether pups bom from dams exposed
to a noisy environment would present signs of ernotiona] deficits such as anxiety-like
symptoms or cognitive deficits such as learning and mernory impairments (spatial
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impairment). To this end we exposed female rats to barking environment during
pregnancy, up to postnatal day 15 (PN15). This postnatal period was chosen because
pups are then not able to directly perceive noisy stimuli (flot before PN12-PNI4).
Resuits ofbehavioral tests were used as biological markers for anxiety and stress.
2. Methods
2.1. Animais
A total of 150 Long-Evans rat pups (7$ males, 72 females) from 10 Long-Evans
fernale (6 stressed and 4 control) rats were bom in our facilities for this study. From
these a maximum of $0 pups (40 males, 40 females) were used for behavioral measures.
Fourteen additional dams were used in the sucrose preference tests to determine whether
the experimentai procedure induced behavioral depression like anhedonia.
Fernale rats were acquired through regular trade (Charles Rivers, St-Constant,
Quebec, Canada) and mated in our own facilities. Day one ofpregnancy was determined
by analyses under microscopy of vaginal smear. More precisely the cycle of the female
is definite at this moment. Samples containing celis in estnis and the presence of at least
a sperm ceil allow us to identify the female as probably pregnant. Cages were checked
twice a day (8h00 and 1 8h00) and pups found at that tirne were considered being bom
on that day (i.e., postnatal day 1 (PN1)). At birth (i.e. PN1) ail pups were weighed and
their sexes were determined in order to measure the sex ratio. Then the litter mate was
reduced to eight pups (4 males and 4 females) in order to have equal number of animais
per dam in control and experimental groups. At gestational day 16, pregnancy is
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confirmed or not. The number of supposed abortions is then calcuiated by making the
ratio between females probably pregnant and females which are realiy pregnant. Dam
was weighted daily through the protocol whiie pups were weighed every five days
during the lactating period, i.e. from birth to PN25.
2.2. Environmental conditions
Ail animais were housed in standard conditions (hght-dark cycle: 12/1 2h, lights
on at 08h00; temperature: 21-25°C; relative humidity: 40-45%; food and water ad
libitum). At day 1 ofpregnancy, probably pregnant females were randomiy distributed to
one of two possible housing environments: stressful or standard (see below). Rat pups
were kept with their respective mothers, in the sarne environmental condition originally
assigned at day one of pregnancy until PN15 (Leret et al., 2003, Antonio and
Leret, 2000).
2.2.1. Stressful environment
From day 1 of pregnancy to PN1 5 the experimental group (stressed dams) was
housed close to a kemel where frequent, unpredictable, unavoidable and invariable dog
barking occuned. Average intensity of barking was 65.5 dB (range: 55-75 dB); this is
below the maximum level accepted by the Canadian Council on Animal Care (85 dB)
and far from the painful threshold (120 dB). Sucli a housing condition is strongly
suggested to be stressful (Harkin et ai, 2002; Arnsten, 2000; File and Fernandes, 1994).
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2.2.2. Quiet envi j-onmental conditions
Control dams were kept in standard environment conditions and the background
noise level was between 35-50 dB.
2.3. Beliavioral measures
2.3.1. Motor abilities
At PNI5, animal were tested in order to notice their motor ease. Three tests were
used: the reversai test, the verticai rise and the grip. The grid we used is characterized by
25cm x 35cm x 3cm and has one square per 2mrn2.
2.3.1.1. The reversai test
Rats are positioned on an inclined grid with 45 degree, the head directed towards
bottom. Time needed to retum in a more stable posture (head upwards) was
chronometer.
2.3.1.2. The vertical rise
The rat is positioned with at the bottom of the grid and time needed to reach the
top is chronorneter. The choice’s criterion is the position of the two front paws on the
top ofthe grid.
2.3.1.3. Agrippement
The rat is positioned on a tumed grid over a thick carpet. The fali iatency is
chronometer.
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2.3.2. Anxiety
Thirty-one experimental pups (E?) bom from four females and 24 control pups
(CP) bom from three females were tested individually; one experirnental pup died due to
unknown causes. State and trait anxiety were evaiuated individually using the following
three tests.
2.3.2.1. Open-field
State Anxiety (Warteila et al., 2003 ; Lordi et al., 2000). Twenty-four pups
(10 CP from 3 control mothers, 14 EP from 4 stressed mothers) were tested at PN15
(when experimental treatrnent is stili active); at this tirne, rats had neyer been exposed to
the test before. The same rats were tested again (second exposure) at PN3O (i.e., 15 days
after the end of the protocol so that ail dams and pups are constantly in a quiet
environment). Data from three controls pups could flot be analyzed at PN3O.
The open-field arena consists of a flat 45cm x 45cm surface bordered with 1 5cm
high white opaque waiis. The floor is rnarked with crossed unes (64 squares of 25cm2)
to measure locomotion during a 15-minute period. The periphery included 48 squares
(75% of the surface) and the centre 16. The dependent variables were: number of square
crossed along the periphery and in the center of the arena; time spent in the center of the
arena and the number of rearing. Between each trial, the arena was carefully cleaned
with a 10% ethanol solution. Data were further broken down into three five-minute
periods. After this test, pups were distributed into two separate groups, one for the
elevated plus maze and one for the dark box emergence. Additionai pups were added to
complete the groups.
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2.3.2.2. Elevated-Plus Maze
State anxiety (Poltyrev and Weinstock, 2004; Leret et al., 2003). Ten CP (from 3
mothers) and 14 EP (from 4 mothers) rats were tested at PN34. It consists of two
runways (55cm x 10cm) intersecting at 90° and piaced on top of a 35cm high beam.
Wafls of 28cm high bordered one runway while the other was fully open walls. The test
was started with the rat being placed at the intersection, head pointing toward an opened
arrn. Behavior was recorded via a video camera placed above the apparatus. Between
each trial, the maze was carefuily cleaned with a 10% ethanol solution. Dependant
variables were the time spent in each section of the maze and the number of entries in
each section.
2.3.2.3. Dark box Emergence test
Trait Anxiety (Rondi-Reig et al., 1997). Eleven CP (from 3 mothers) and 14 EP
(from 4 mothers) were studied with the dark box emergence at PN34. This test accounts
for neophobia since animais are started in a restricted (17cm x 14cm x 9.5cm high) and
dark environment from which they can exit into an opened and lightened open-fi eld as
described above. The dependant variable was the latency to ernergence, i.e., tirne needed
to leave the dark box towards the open-fleid, using the front paws or ah four paws as the
criterion.
2.3.3. Spatial learning
Forty three pups were tested between PN2Y and PN27 using two versions of the
Moiiis water maze. Pups were randornly distributed to either the classical version of the
Morris water maze (MWMa110) or our own altemation version of it MWMajt (Beaulieu
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and Godbout, 2000). Procedure were described in details elsewhere (Beaulieu and
Godbout, 2000). Briefly, rats were placed in a pool (1 50cm diameter, 50cm deep) fihled
up to 25cm with water made opaque with powder milk and from which they had to
escape by finding a submerged platforrn. In MWMa11,, 11 EP (6 males and 5 females)
from 3 stressed mothers and 10 CP (5 males and 5 females) from 4 control mothers were
started from four different points of the pool corresponding to four differentials and
needed to use extemal cues to find the fixed hidden platform. Ifl MWMait, ten
eperimental pups were aiways started from the sarne position while the position of the
platform altemated between two quadrant locations (i.e., the “initial’ and the “alternate”
position).
Pups were exposed to four consecutive trials of 40 seconds per day for 6
consecutives days. If trial was failed, the pup was placed on the platforrn by the
experimenter and lefi there for 15 seconds. The inter-trial interval was 30 min. At the
end of the 6th day animais were exposed to a probe test. For this test, no platform was
present in the pool and we measured the time spent in the quadrant in which the platform
once was. For the MWMa110, the rat started from the center of the pool while the MWMait
the pup started from the sarne point it started from originally. During the 7th day, pups
were tested in the same way but using a visible platform and clear water.
The dependent variables were the number of quadrants crossed, the number of
successful trials and the time taken to reach the platform.
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2.3.4. Anhedonia test
An independent group of 14 pregnant and the 10 pregnant from the behavioural
study (12 stressed, 12 controls) were used to test whether our chronic stress procedure
induced depression-like symptoms (i.e. anhedonia). At days 7, 14 and 21 ofpregnancy,
regular drinking botties were removed ftorn 8h00 to 10h00 AIVI and replaced by botties
fihled with either tap water or a 1% sucrose solution. At 10h00, the quantity of hquid
consumed was measured and regular drinking botties were put back into place. Females
were divided into 4 groups: control with water (CW, n = 7), control with sucrose
(CS, n = 5), stressed with water (SW, n 6) and stressed with sucrose (SS, n = 6). The
dependant variable is the quantity of Iiquid consumption (tap water or sucrose).
2.4. Statistical anaÏysïs
Data are presented as means ± SEM; resuits were using to compare control and
pups bom from stressed mothers performances. Chi square was used to compare sex
ratio, percentage of spontaneous abortion. One-way analyses of variance were applied to
compare the performances of the groups (control vs. experirnental pups) on weight gain,
size of litter, open field, dark box emergence test and elevated plus maze. For open fleld
and elevated plus maze data were broken down into three periods of 5 min to verify tirne
course effects. Analyses of variance (two-factors ANOVA Group x Days) were used
with repeated measure on the second factor on the open field apparatus, elevated plus
maze, classical version of Morris water maze and in the altemate version, anhedonia
test. The least significant difference (LSD) test was used for post-hoc analyses when
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needed. The student t-test was also used to compare resuits for number of success and
probe test for spatial mernory test.
3. Resuits
31. General resuits
3.1.1. Ponderal evolution
There is no significant difference of increase body weight in both pregnant
fernale groups (Fig.1A).
Both groups of pups exhibited a very similar weight gain (F(I,5) 0.006;
p > 0.05) throughout the protocol. More generally, body weight rneasured every 5 days
from birth to PN25 and it is not different (Fig.1B).
3.1.2. Litter size
There is no significant difference between controls and stressed group
(F(l,9)= 0.64; p > 0.05) in the litter size (15 ± 0.34 VS 15 ± 0.48).
3.1.3. Sex ratio
Out of the 94 pups boni from the six stressed mothers 40 (42.6%) were males
while there was 20 males out of 55 (36.4%) pups boni from the four control mothers.
Chi square 2.07, NS).
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3.1.4. Spontaneous abortion
45% stressed females have significantly more spontaneous supposed abortions
than contro females (20%). (Clii square 14.25, p <0.001).
3.2. Behavioral resuits
3.2.1. Motor abilities
There were no significant difference between experimentaÏ pups and controÏ pups
for ail parameters measured (data not shown).
3.2.2. Anxiety
3.2.2.1. Open-field
At PN15, global anaiysis of movement show that rats boni from stressed dams
spent significantly less time in the center ofthe arena (f(l.22) 4.98; p < .005; Fig.2A)
and displayed less amount movement (f(j,22) 2.1; p > 0.05; Fig.2B) cornpared to
controls; there were no differences in tlie amount spent in the peripheral area
(F(l,22) 0.20; p > 0.05; fig.2C). Rats boni from stressed dams also produced
significantly less rearing compared to controls (F(l,22) = 18.95; p < 0.0005; Fig.2D).
When data were broken down into five minute periods, a repeated measure ANOVA
showed no interactions between controls and stressed pups in neither of the variable
analyzed above (f(2,44) = 0.06; p > 0.05) for the periphery and the center (F(2.44) = 0.27;
p > 0.05).
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At PN3O there were no more differences between the two groups except for
rearing (F(,22) = 4.53; p < 0.05). However, when resuits at PN3O were broken down into
three five minute periods, we found that only pups boni from control dams displayed
habituation (Fig.3A-D). The ANOVA showed a significant Group x Period interaction
for number of movement in the center of the arena (F(2,36) = 3.73; p < 0.05; Fig.3B).
A post-hoc comparisons show a significant differences (p<.005) between first and
second five minute periods for CP. OnIy contrai pups displayed habituation processes.
The ANOVA also showed a Group x Period interaction for rearing (F(2,3$) 5.21;
p < 0.01; Fig.3C) and the post-hoc comparisons show significant decreases across
five-minute periods in both group (period 1 vs. period 2: controls p < 0.001;
stressed p < 0.05). Oniy stressed pups are flot fuÏly habituated at the second period and
they continuous to decrease significantly (p < 0.005) the number ofrearing.
3.2.2.2. Elevated-plus maze
The total time spent in each arm is flot significantly different between twa groups
(data flot shown). Pups bom from stressed dams make significantly more entries than
controls in closed antis (F(j,22) = 10.37; p < 0.005) and in the center area of the maze
(F(t,22) 6.85; p <0.05). The number of entries in open arms and the tirne spent in each
ami was not significantiy different between the twa groups (data flot shown). When
resuits were broken down into five minute periods, we found an interaction effects
(F(2.44) = 3.57; p <0.05; Fig.4A-B) in tirne spent in ciosed anus. A post-hoc comparison
shows that only CP present significant difference between first and second five minute
period (p <0.0005).
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3.2.2.3. Dark Box Emergence test
At PN34, rats boni ftom stressed dams emerged significantly later than controls,
whether using front paws oniy or the four paws as the criterion (F(l,23) 6.37; p < 0.05)
and F(l.23) 5.65; p < 0.05) respectively (Fig.5).
3.2.3. Spatial learning
Figure 6C and 6D: Altemation task
There is a significant Group x Day interaction in time needed (f(5,loo) = 3.92;
p <0.005) and quadrant crossed to reach the invisible platform (F(5,loo) = 3.22; p <0.01)
fl MWMait, compared to controls. A post-hoc comparison shows that stressed pups rats
needed significantly more time to find the hidden platfonn at day 6 of the leaming
session (Fig.6C; p < 0.005). A second post-hoc cornparison shows that performances of
stressed pups were significantly more variable in number of quadrants crossed (Fig.6D).
In fact, there is a significant difference between performances of day 1 and day 2,
between day 2 and day 3 and also between day 3 and day 4 (p < 0.05, p<.Ol and
p < 0.00 1 respectively).
A t-test shows less successful trials (Table 1) in the stressed group cornpared to
controls (t 2.06, df = 20; p < 0.05). The number of success was similar for the initial
position of the hidden platform (t 0.97, df 20; p > 0.05) but there is a significant
difference between two groups when animais needed to find the alternate position of the
platform (t = 2.2 1, df= 20; p <0.05).
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The MWMajt “probe” test showed that both groups of rats spent the same tirne in
the starting area. In the same way, both pups spent the same tirne in the initial target
quadrant (11.2 ± 2.04 seconds versus 9.9 ± 0.92 seconds; t = -0.53, df= 20; p > 0.05).
On the other hand, pups boni from stressed mothers spend significantly less time in the
altemate target quadrant (10.7 ± 1.09 seconds versus 5.0 ± 1.11 seconds; t = 3.66,
df= 20; p < 0.005). There is no difference in time needed to find the visible platfomi in
the “cued” test for MWMait task (data not shown).
Figure 6A and 6B: Allocentric task
A repeated measure ANOVA does not show any interaction between controls
and stressed pups in time needed and in quadrants crossed to find hidden platfomi across
days (F(s,95) = 0.85; p > 0.05; 0.82; p > 0.05; Fig.6A and 6B) but there is a
significant groups and days effect between the two groups for the time (F(119) = 4.56;
p < 0.05 and F(5,95) 12.05; p < 0.001, respectively) and for the number of quadrant
crossed (F(j19) = 7.79; p < 0.01 and F(5,95) = 4.42; p < 0.005, respectively). In the same
way animais from two groups have similar resuits in two consecutive successful trials.
However, there is a significant difference in the total number of success. Stressed pups
reach significantly less (Table 2) often the hidden platfonn than controls (t = 2.67,
df 19; p <0.05).
In the probe test, pups of the two groups spent the same tirne in the quadrants
where the target platform was (t = 0.13, df = 19; p > 0.05) but stressed pups avoided
significantly less ofien the opposite quadrant compared to controls (t = -3.54, df= 19;
p <0.005).
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There is no difference in time needed to find the visible platforrn in the “cued”
test (data iiot shown).
3.2.4. Anhedonia test
An ANOVA (four Groups x Days of testing) with repeated measures on the
second factor showed a significant Group effect (f(3,20) = 6.85, p <0.005) and interaction
effect (F(6,40) = 4.6$; p < 0.001). A post hoc comparison showed that ail females drunk
significantly more sucrose solution than tap water; stressed fernales drunk significantly
more sucrose solution at days 14 and 21 (p <0.05); control females dmnk significantly
more sucrose solution only at day 21 (p < 0.005). The post hoc comparison also shows
that there is no significant difference between control and stressed females for sucrose or
tap water consumpti on (Fig. 7).
4. Discussion
Even though some authors have reported cognitive and behavioral changes
following acute stress during pregnancy (Darnaudery et al., 2004; Patin et al.,
2002, 2004; Lordi et al., 2000, 1997; Vallée et al., 1997), one knows few things on the
mediation of the chronic stress (mother/child) and the exact consequences on the pups’
behavior.
We show in this study that chronic stress we used during the pregnancy can have
dramatic consequences on dams and also offspring. We found that risk of miscalTiages is
doubled in stressed females. This would be due partly by the intensity of the stress
induced or its chronicity. The intensity of the stress we used is relatively moderate as it
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is indicated in methodology and would thus have low influences on the abortions. On the
other hand, we think that the chronicity of this stress could induce abortions whiie
interfering with the implantation of the blastocytes in the uterine mucous membrane
about the sixth day of pregnancy. Our study does flot make it possible to specify the
exact moment when the abortions take place. One can specify they take place in first
part ofpregnancy that is before gestational day 10. lii term ofweight, we show that ail
pregnant fernales. stressed or control, have the same ponderal evoÏution letting stippose
that after passed a critical period, female could present a pregnancy alrnost “normal “.
We can also argue that only female “the least sensitive” to stressor leading forward their
pregnancy. Moreover, the litter size is similar in ail fernales letting suppose no partial
abortion during the second part of the pregnancy. As in most of studies, there is
interindividual vulnerability of stress (Habib et al., 2001) which could explain our
contrasted resuits: lot of abortions in one side but offspring in health in other hand. Even
if stressed fernale seerns to have a “normal” pregnancy afier the critical period, we show
several significant cognitive and emotional impairments in pups bom from these
mothers. Pups alive at delivery, however, showed a sirnilar weight to that of the control
group. Moreover they did not show any differences in psychomotor tests at day 15.
Theses markers of physical fitness were flot contributing to the cognitive impainnent we
observed.
The chronic stress we used did neither induce depressive-like symptoms in the
mothers (changes in sucrose intake or in weight) which could have influenced maternai
behavior folÏowingthe end ofthe stress period, that is after postnatal day 15 (PNY5).
46
Pups born from stressed mothers displayed increased signs of trait anxiety at
PN34 as showing by the dark box emergence test. We also found increased signs of state
anxiety at PN15 using the open-field test but not at PN3O. One possibility is that state
anxiety in the pups at PNY 5 was a consequence of stress in the mother. The absence of
state anxiety at PN34 on the elevated plus maze support this possibility. Unfortunately,
trait anxiety could flot be tested at PN1 5 to verified whether or not it was present in the
experimental pups. At the cognitive level we found habituation processes to 5e impaired
at one rnonth old (PN3O and PN34) as shown by resuits observed in the
open-field and in the elevated-plus maze, respectively. Experimental pups stiil continue
to explore actively their new environment when control pups have already rnemorized
the principal cues of this environment. The possibilities that these resuits can be explain
by hyperactive locornotor’s pattems can 5e excluded because there were no group
differences in locomotor’s activity in the open-field test at PN3O. We propose that this
lack of habituation is due to impairment in short term memory compeiling the animal to
investigate much longer the environment.
The allocentric version of the water maze (MWMai10) showed moderate cognitive
deficits, such as less global success to reaci the hidden platform and, in the probe test,
less avoidance for the opposite quadrant. These results suggest that memory trace is less
well consolidated in pups bom from stress mothers compared to controls.
Cognitive deficits were more severe in alternate version (MWMait): animais bom
from stressed mothers needed more time, compared to controls, to find the hidden
platfomi during the 6th day of the leaming session, showing that they did flot leam the
47
altemate procedure (see Fig.6C). Moreover, they have a similar number of successes
compared to controls when they need to find hidden platform in the initial quadrant that
is they are capable to leam the first position of the platform. When position of the
platform is changed, experirnental animal seerns to be unaNe to adapt their behavior or
trajectory in order to find to the alternate position ofthe platform. This lack offlexibility
in their behavior was confimied with the resuit in probe test where experimental rats
spent more time in the initial quadrant. They persevere in the area where the platform
was initialy.
This behavior is similar to that of rats where prefrontal lobe was lesioned
(Ethier et al., 2001) where aduit rats are able to perform on the allocentric version
(MWMa110) but fail to find the second position of the hidden platform in the alternate
version (MWMa1t). In fact, as for prefrontal lesioned rats, our experimental pups seem to
have difficulties to select relevant cues to accurately detect the target (hidden platforrn).
Experimental pups could have some difficulties using a strategy which necessitates
adaptation from trial to trial due to their lack of behavioral flexibility or due to their
short terrn memory deficits (Granon and Poucet, 1995).
In summary, the main findings of this research can be divided into transient and
delayed effects of perinatal stress on behavior of pups. State anxiety is found to be
transient impainuent as it did not survive the cessation of the stressor at PNY5. This
impairment may have resulted directly from the stress of the mother. Stress could induce
subtie changes in maternai behavior which in tum induce transient effects in pups
tnon genomic transmission ofbehavior (Weaver et al., 2004; Liu et al., 2000)).
4$
However. there are impairments which continue or are delayed when the mother
is no longer under the influence of the stress. Stress could also induce maturation deficit
during fetal development which induce lasting cognitive deficits. After the end of the
stressful stimulus there are two majors impairment. Firstly few problems emerge in the
allocentric version of the water maze so it could be in relation to hippocampal
deficiencies during maturation period ofthe brain (Monis et al., 1982) as it was already
find with chronic stress (Vyas et al., 2003, 2002; Lupien et aï., 199$). But, the more
important deficits .were observed in frontal-like tasks. In fact we have observed several
problems in the alternate version of water maze, in trait anxiety and in habituation
processes. So we suppose that frontal areas are more sensitive to moderate chronic stress
during the brain maturation penod. It couïd be hypothesis that perinatal stress disturbs
synaptogenesis and brain programming (Secki, 2004; Walker et al., 2004; Maccari et al.,
2003; Vyas, 2002) in this area.
Since our study was conducted using barking dogs as a stressful stimulus we
could have one confounding variables. In fact dogs are diumal anirnals so they bark at
day. On the other hand, rats are noctunial animaIs so they sleep mainly on day. Thus we
could think that females were submitted to two concomitant stresses that are sound and
sleep deprivation (split sleep). In order to know the real impact of each kind of stresses
we need to refine our analyses and tests the effects of sleep deprivation during
pregnancy. One would need that so a follow-up study which thinks over the period of
subjective day to the rat (at night) to avoid the problems of interruption oftlie sleep.
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Fig.1. Ponderal evolution
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fig. lA. Comparison of increase in body weight in contro] and stressed fernales. Each
histogram indicates mean weight + SEM during the whole gestational period.
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Fig. lB. Comparison of increase in body weight in control and experimental (stressed)
pups during the twenty five first days of life. Each symbol indicates mean weight ±
SEM.
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fig.2D. Comparison of time spent in the center of arena (**=p<.OO5) between control
and experirnental pups. Bach histogram indicates mean tirne ± SEM during the whole
l5min period.
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Fig.2B. Comparison of number of movements in the center of the arena (*p<.O5)
between control and experimental pups. Each histogram indicates mean movernents
± SEM during the whole l5min period.
Fig.2. Open-flelil at PN15
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Fig.2A. Comparison of number of movements along the periphery of the arena between
control and experimental pups. Each histogram indicates mean movements ± SEM
during the whole l5min period.
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Fig.2C. Comparison of number rearing in the arena (*=p<.05) between control and
experirnental pups. Each histogram indicates mean movements ± SEM during the whole
1 5min period.
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Fig.3. Open-fietd at PN3O when data were broken down in three 5
minute periods
Periphery
Fig.3A. Comparison of number of movernents along the periphery of the arena between
control and experimental pups. Each histogram indicates mean movements ± SEM
during the three five-minute periods (1, 2, and 3).
Ce nte r
Fig.3B. Comparison of number of movernents in the center of the arena between control
and experimental pups. Each histogram indicates mean movements + SEM during the
three five-minute periods (1, 2, and 3). Difference was significant (**=p<.005) only for
control group between first and second periods.
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Fig.3C. Comparison of number of rearing in the arena between control and experirnentaÏ
pups. Each histogram indicates mean movements ± SEM during the three five-minute
periods (1, 2, and 3). Difference was significant (++=p<.001) for control group only
between first and second periods. Difference was also significant for experimental group
(*p<.05) between first and second periods and (**=p<.005) between second and third
periods showing a deficit in habituation processes.
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Fig.3D. Comparison of time spent in the center of arena between control and
experimental pups. Each histogram indicates mean time ± SEM during the three five
minute periods (1, 2, and 3).
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Fig.4. Elevated-Plus maze at PN34
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Fig.4A. Comparison of time spent in the closed arms ofthe elevated-plus maze between
control and experimental pups. Each symbol indicates mean time ± SEM during the
three five-minute penods (5, 10, and l5min). There was sigriificant difference (*=p<.05)
between the two groups for the second 1 Omin period.
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Fig.4B. Comparison of number of entries in the closed amis of the elevated-p lus maze
between control and experirnental pups. Each symbol indicates mean tirne ± SEM during
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the three five-minute periods (5, 10, and l5min). There was also significant difference
(*=p<.os) between the two groups for the second lOmin period.
Fig.5. Dark Emergence Box at PN34
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fig.5. Comparison of time needed to escape with two and four paws from the dark box
emergence test between control and experimental pups. Each histogram indicates mean
time ± $EM during the whole lOmin period. There was significant difference (*rp<.O5)
between the two groups for the two paw enterions.
Fig.6. Spatial learning from PN21 until PN27
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Fig.6A. Comparison of time needed to reach the hidden p1atforn between control and
experirnental pups. Each symbol indicates mean time ± SEM during the six days of the
allocentric task.
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Fig.6B. Comparison of number of quadrants crossed to reach the hidden platform
between control and experirnental pups. Each symbol indicates mean number + SEM
during the six days ofthe allocentric task.
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The altemate version
Alternate
180-1 *
160 -
20
0.
1 2 3 4 5 6Days
. controls - - -u- - - stressed
Fig.6C. Comparison of time needed to reach the hidden platform between control and
experimental pups. Each symbol indicates mean time :b SEM during the six days of the
altemate task. There was significant difference (*=p<.05) between the two groups at day
six oflearning session.
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fig.6D. Companson of Number of quadrants crossed needed to reach the hidden
pïatform between control and experimental pups. Each symbol indicates mean number
+ SEM during the six days ofthe altemate task.
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Fig.7. Sucrose intake at gestational days 7, 14 amI 21
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Anhedonia test
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Fig.7. Comparison of sucrose solution and tap water intake between control and stressed
mothers at gestational days 7th 14t1i and 215t Each symbol indicates the mean volume +
SEM drunk by cadi group.
Tables
Table 1: Number of success for two successive attempts.
Allocentric version
Pups Controls Stressed
Values 14.5±0.92 11.0±0.92
Table 2: Number of attempts before two successive successes.
Alternate version
Pups Controls Stressed
Values 10.3 ± 1.53 16.6 ± 2.16
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III. Discussion
Dans ce mémoire nous avons utilisé un modèle animal de stress périnatal chez les
femelles gestantes afin d’évaluer ses conséquences sur le comportement anxieux de la
progéniture, particulièrement sur la possibilité de l’apparition de signes d’anxiété. Si les
déficits cognitifs consécutifs au stress chronique sont relativement bien évalués à l’âge
adulte (Moreau et al., 1995; Moreau, 1997; Willner, 1997, Pardon et al., 2000), peu
d’études se sont intéressées chez les petits. Dans ce mémoire nous avons tenu compte
des deux périodes à risque (prénatale et postnatale). La présente étude montre qu’un
stimulus périnatal stressant tel que les aboiements canins induit des comportements
anxieux et des troubles d’apprentissage.
Le test en champ ouvert est basée sur la locomotion et l’exploration (Finn et al.,
2003; Thullier et al., 2002) et non sur une composante visuelle. Les résultats sur
l’évaluation de l’anxiété d’état par le test en champ ouvert, montrent que les petits issus
de mères stressées présentent un comportement pathologique à PN 15 (deux semaines)
mais pas à PN3O (un mois). L’anxiété d’état transitoire pourrait s’expliquer par le fait
que les petits et leur mères sont sous l’influence de l’agent stressant jusqu’au jour 15 de
vie postnatale. Ce patron n’est pas inhabituel puisqu’il a été décrit dans d’autres modèles
pathologiques (fish, 2004). Or rappelons que l’audition chez le rat se développe
tardivement et que les ratons ne sont pas directement sensibles au son avant PN12-PN14
(Sharp et LaRegina, 1998). Il est donc possible que le comportement maternel pendant
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cette période ait pu influencer les résultats obtenus. En effet, nos résultats montrent de
l’anxiété d’état à PN15 (deux semaines) mais non à PN3O (un mois).
Le test au labyrinthe en croix surélevé administré à PN34 (un mois) n’a pas
montré de perturbation en ce qui conceme l’anxiété d’état chez les ratons nés de mères
stressées comparés aux ratons témoins, contrairement à ce que nous avions prévu. Ce qui
invalide en partie l’hypothèse spécifique 1. Cependant, les résultats ci-dessus portaient
sur toute la durée du test, soit 15 minutes. Une analyse plus détaillée de ce test par
période de 5 minutes n’a pas montré d’anxiété d’état, mais plutôt un défaut dans Je
processus d’habituation à l’environnement. Nous interprétons cette altération de la mise
en place de l’habituation comme un déficit de la mémoire à court tenue (mémoire de
travail). En effet, nous avons montré que les ratons issus de mères stressées explorent
plus longtemps leur environnement à la recherche d’indices et sont plus lents à élaborer
une stratégie d’habituation.
Par ailleurs, nous avons observé une anxiété de trait élevée au test d’émergence
administré à PN34 soit un mois après la naissance. Malheureusement, nous n’avons pas
évalué l’anxiété de trait à PN15 car le test d’émergence implique une perception du
contraste lurnière/obscurité, lequel n’est pas encore présent à cet âge (Sharp et
LaRegina, 199$). Nos résultats montrent que les ratons issus de mères stressées mettent
significativement plus de temps pour sortir de la boîte d’émergence indiquant une
augmentation du niveau de l’anxiété.
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Aussi bien pour le labyrinthe en croix que pour l’émergence, il n’est pas possible
de tester les ratons à PN1 5 (deux semaines) compte tenu du fait que tous les animaux
n’ont pas les yeux ouverts: il est impossible pour ces ratons d’explorer les branches
ouvertes sur le vide du labyrinthe en croix ou de percevoir le contraste lumière/obscurité
à l’émergence. Il est par contre possible de tester les ratons à PN15 au test en champ
ouvert car il est basé sur la locomotion et la capacité de l’animal à explorer son
environnement (Finn et al., 2003; Thullier et al., 2002) et non pas essentiellement sur la
vision. Il faudrait donc compléter cette recherche avec un test d’anxiété de trait adapté à
PN15.
Les résultats à la piscine allocentrique de Morris montre des déficits modérés
chez les ratons issus de mères stressées mais pas de troubles moteurs. Le temps lors des
essais réussis est similaire dans les deux groupes de ratons. Ceci montre que leur
capacité de nager n’est pas altéré et qu’il s’agit bien d’un déficit cognitif. Au test de
réminiscence (“probe test”), les ratons issus de mères stressées évitent significativement
moins le quadrant opposé que les ratons témoins, suggérant que la trace mnésique est
moins bien consolidé. Les indices mémorisés ne semblent pas permettre un évitement
efficace de la zone opposée à la zone cible (emplacement de la plateforme) et donc ne
permettent pas aux ratons de se focaliser sur la cible. Parmi les possibilités qui
expliquent ces résultats, nous retenons les deux suivantes : 1) un ralentissement des
processus d’apprentissage de sorte qu’une septième ou huitième journée de test aurait
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été nécessaire; 2) un retard maturationnelle de sorte qu’un test à un âge plus avancé
aurait été normal.
Il faudrait donc compléter cette recherche en testant les animaux régulièrement
pendant l’ontogenèse afin de vérifier un éventuel retard dans la maturation ou procéder à
des euthanasies de PN1 à PN30 afin d’étudier le développement des hippocampes ainsi
que la synaptogenèse.
Dans l’autre version du test, lorsque la plateforme alterne entre deux positions,
les déficits cognitifs sont plus sévères. La tâche devient plus complexe pour les animaux
et demande plus de flexibilité cognitive et sollicite l’intervention efficace des lobes
frontaux afin d’élaborer une règle d’alternance (Éthier et al., 2001). On constate que les
ratons issus de mères stressées ont besoin de plus de temps que les ratons témoins pour
apprendre le principe d’alternance et, au jour 6, la différence entre les deux groupes est
significative. Ils apprennent aussi bien que les ratons témoins la position initiale de la
plateforme, montrant une fois de plus que leur aptitude à nager n’est pas altérée. Mais
lorsque celle-ci change de position, les ratons expérimentaux sont moins aptes à élaborer
une stratégie de réajustement de leur trajectoire (manque de flexibilité comportementale)
pour retrouver la plateforme. Il serait donc possible que les ratons issus de mères
stressées aient des difficultés à organiser plusieurs informations (règle d’alternance) en
mémoire de travail. Au test de réminiscence, on constate que les ratons des deux groupes
passent le même temps dans le quadrant de la position initiale où la plateforme se situait.
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Cependant, les ratons issus de mères stressées restent moins longtemps dans le quadrant
de la position alternée, leur stratégie est donc plus diffuse dans la recherche de la
plateforme dans sa position alternée. La mémorisation de la position de la plateforme
alternée est nettement moins bien consolidée. Ceci pourrait suggérer encore une fois que
les ratons du groupe expérimental auraient un déficit de mémoire de travail, de la même
façon que des animaux adultes ayant subi une lésion du cortex préfrontal (Éthier et al.,
2001): ceux-ci performent bien dans la version allocentrique de la piscine de Morris,
mais ont plus d’échecs lorsque la plateforme alterne entre deux positions
comparativement à un groupe contrôle (Éthier et al., 2001, Beaulieu et Godbout, 2000).
Les déficits liés à l’apprentissage et à la mémorisation dans les labyrinthes
aquatiques confirment que les déficits observés au labyrinthe en croix sont dus à un
problème d’apprentissage d’habituation plutôt au comportement anxieux lui-même. Il
demeure qu’une des façons de tester cette interprétation serait d’administrer un
anxiolytique de la classe des les benzodiazépines (Millan, 2003) comme par exemple le
diazepam,
Contrairement à ce qui était prévisible selon la littérature (Rudrauf et al., 2004;
Lepicard et al., 2003; Chapouthier et Venault, 2002), les capacités psychomotrices des
ratons issus de mères stressées ne sont pas altérées dans notre étude, ce qui invalide
l’hypothèse 3. Avec le fait que les autres paramètres de santé comme par exemple le
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poids corporel sont normaux, on peut croire que les ratons du groupe expérimental sont
dans un bon état de santé global.
Interprétation
Nous avons brièvement évoqué plus haut quelques pistes d’interprétations. Dans
les paragraphes suivants, nous allons les analyser de façon plus systématique.
1) un problème de maturation des structures nerveuses ou de synaptogenèse lors
du stade foetal;
2) un problème de maturation du système nerveux central lors des deux
premières semaines de vie postnatale;
3) une influence directe du stimulus sur le niveau de stress des petits;
4) un comportement maternel altéré.
1. Perturbations in utéro au stade gestationnel
Plusieurs études ont montré que le foetus est sensible aux perturbations subies par
la mère au cours de la gestation (DeSesso et al., 199$; Holemans et al., 1998;
Dominguez et al., 1996; Navarro et al., 1995). De plus l’induction d’un stress chronique
pendant la gestation entraîne une augmentation des niveaux des hormones de stress plus
particulièrement les glucocorticoïdes chez la femelle gestante, ce qui pourrait altérer le
développement neuroendocrinien et émotionnel de la progéniture (Neumann et al.,
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1998). L’augmentation chronique des niveaux de glucocorticoïdes circulants chez la
femelle gestante pourrait en fait suractiver l’axe hypothalamo-hypophysaire surrénahen
(HHS) de celle-ci. Puisque les glucocorticoïdes traversent aisément la barrière foeto
placentaire, ils pourraient se retrouver dans le sang foetal et ainsi interférer avec le
développement optimal du système nerveux central en particulier le système limbique et
J’axe HHS du foetus (Neumann et al., 1998). Sur le plan physiologique, on pense que les
ratons issus de mères stressées souffriraient d’un déséquilibre primaire de l’axe HHS
acquis de façon permanente in utéro durant la gestation (Levine, 2002) via les
glucocorticoïdes. Sur le plan comportemental, ce déséquilibre pourrait entraîner une
modification du comportement des petits notamment une incapacité à réagir de façon
adéquate au stress (Fameli et al. 1994).
L’exposition chronique périnatal à des agents stressants auxquels l’animal ne peut
se soctstraire comme dans la présente étude peut entraîner une persistance de l’élévation
de la corticostérone plasmatique (Creel et al., 2002; Brennan et al., 2000). Les déficits
comportementaux des ratons observés ici pourraient s’expliquer par la transmission des
facteurs endocriniens pathologiques de la mère au foetus via les échanges sanguins
mère/foetus (Weinstock, 2005). De plus, il a été montré que le facteur de libération de la
corticotropine (CRF) est un neuropeptide trouvé partout dans le système nerveux central
et qui a un rôle dans la modulation des états émotionnels et comportementaux, incluant
le stress et l’anxiété. L’amygdale, qui est importante dans le contrôle des réponses
émotionnelles et autonomes, contient des neurones dont les boutons terminaux, les corps
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cellulaires contiennent du CRF et des récepteurs au CRF (Caidji et al., 2003; 1998).
Chez les rats, l’exposition au stress prénatal (donc augmentation des glucocorticoïdes
foetaux) induit un état hyperémotionnel et une anxiété élevé chez les petits (Cratty et
al., 1995). Par ailleurs Sandi (1998) a suggéré que la libération des hormones du stress
par les glandes surrénales a une conséquence directe influençant la formation de la
mémoire. La baisse ou l’excès des niveaux de ces hormones particulièrement dans le
stress chronique altèrent aussi bien l’acquisition que le rappel de l’infomation spatiale.
Donc, l’application d’un stress périnatal peut prédisposer les ratons à des
perturbations importantes tant sur le plan de l’anxiété que sur le plan cognitif par le biais
d’un dysfonctionnement de l’axe hypothalarno-hypophysaire surrénalien.
2. Problèmes de maturation durant les deux premières semaines de vie
des petits
Les études de Kolb (1990) ont montré que le développement des structures du
lobe frontal pendant les deux premières semaines de vie postnatale est important pour
acquérir les capacités à modifier le comportement en réponse aux indices
environnementaux ainsi que pour la mémoire de travail (Zhang, 2004; Nair et al., 2001).
Nair et collaborateurs (2001) ont montré qu’il n’y a pas de réajustement possible du
comportement à PNY2 mais que ce type de comportement se met en place graduellement
à partir de PN17. De ce fait, toute perturbation survenant durant cette période est
susceptible d’altérer la flexibilité comportementale et la mise en place des mécanismes
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de la mémoire de travail des ratons. Cependant, il est possible qu’un déficit dans les
processus de maturation ne débute pas à ce moment précis du développement. En effet,
la maturation du système nerveux central est un phénomène progressif qui commence
depuis le stade embryonnaire et se poursuit longtemps après la naissance. Donc les
déficits discutés plus haut pourraient continuer à s’accentuer au cours de la vie. Si ces
déficits proviennent essentiellement d’une altération in utéro, alors ils pourraient être
dus à une modification structurale. Tandis que s’ils surviennent pendant la maturation
durant la période postnatale, il est possible que se soit un retard maturationnelle. Pour ce
faire, il faudrait tester les animaux à l’âge adulte pour savoir si les déficits sont
temporaires ou permanents.
3. Perturbation par influence directe du stimulus sur le niveau de stress
des petits
L’audition n’apparaît chez le raton qu’à partir de PN12 à PNY4 (Sharp et
Lakegina, 199$). Il s’avère donc que l’agent stressant n’aurait pu agir directement sur
les ratons qu’à partir de cet âge; or nous observons des déficits dès PNY5. Par ailleurs,
des études ont montré que le raton se trouve dans une période réfractaire au stress durant
les deux premières semaines de vie (Liu et al., 1997; De Kloet et al., 19$$ ; Henning,
1978), pendant laquelle la réactivité au stress par le raton est très faible (Levine, 2002).
L’impact direct du stresseur sur les ratons semble donc peu probable. Cette recherche
pourrait donc être compléter par des tests sur l’activité de l’axe hypothalamo
hypophysaire surrénalien et le dosage de la corticostérone plasmatique chez les petits.
83
4. Perturbation par modification du comportement maternel
Il est possible que les femelles soumises au stress aient montré une altération de
leur comportement maternel, ce qui pourrait entraîner un déficit dans les soins prodigués
aux ratons. Or, il a été montré que des déficiences dans les soins apportés aux petits ont
une influence sur le développement cognitif des ratons notamment dans les tests
d’orientation spatiale comme le test de la piscine allocentrique de Morris (Liu et al.,
2000; francis et Meaney, 1999). Nous n’avons que peu de déficits dans ce test, donc on
peut supposer que l’incidence du comportement maternel ne serait pas un facteur
primordial pour expliquer les déficits observés. Par contre, contrairement à notre étude,
l’équipe de Meaney n’a pas utilisé de tests de flexibilité cognitive comme notre test
d’alternance et il se pourrait que des comportements maternels déficitaires puissent être
associés à des troubles cognitifs plus subtiles comme ceux démontrés dans ce mémoire
avec un stimulus peut être plus modéré que la contention.
Par ailleurs, il est possible que le stimulus utilisé dans ce mémoire soit considéré
comme un stress chronique et modéré. Il est chronique compte tenu de sa durée (plus
d’un mois). Il est modéré parce que
• Le taux de décibels est inférieur aux normes préconisées dans les animaleries
(80dB) par le Conseil Canadien Pour la Protection des Animaux (CCPA).
• On sait par ailleurs que différents traitements expérimentaux (prise d’alcool,
administration de médicaments, modification dans l’alimentation, les
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infections, le stress) imposés à la mère durant la gestation sont susceptibles
d’induire un comportement dépressif (DeSesso et al., 199$; Holemans et al.,
1998; Dominguez et al., 1996; Navarro et al., 1995). On pourrait donc croire
que c’est cet effet comportemental chez la mère qui serait responsable des
troubles observés chez la progéniture. Dans la présente étude, les mesures
standards que nous avons prises chez les mères pendant plus d’un mois à cet
égard comme le sucrose, le poids (Grippo, 2003; Moreau, 1997; Willner,
1997) n’ont pas montré de différences entre le groupe stressé et le groupe
témoin. De plus, le gain de poids des femelles des deux groupes durant la
gestation était similaire, ce qui conforte l’absence de syndrome dépressif
• Contrairement aux études qui ont montré que le poids des ratons nés de mères
stressées est inférieur à la naissance à celui des contrôles (Cabrera et al.,
1999; Lordi et aÏ., 1997) et que la proportion mâles/femelles est perturbée
(Lordi et al., 2000), notre étude ne montre pas cet effet. En effet, le poids des
petits à la naissance est similaire entre les deux groupes de ratons. De plus, le
gain de poids corporel de la progéniture est semblable dans les deux groupes
jusqu’au 25ême jour de vie postnatale. De la même façon, la répartition des
naissances mâles et des femel]es dans les portées est similaire.
Nous notons par contre deux possibilités qui suggèrent que le stimulus n’est peut
être pas si modéré.
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• Le nombre d’avortements spontanés supposés est deux fois plus élevé chez
les femelles soumises au stress comparées aux femelles témoins.
• L’application de notre stimulation stressante avait lieu le jour. Puisque les
rats sont des animaux nocturnes, on pourrait penser que l’application du
stimulus stressant a aussi induit des perturbations du sommeil chez les
femelles gestantes stressées et pourraient expliquer, du moins en partie, les
déficits comportementaux observés chez la progéniture (Dugovic et al., 1999;
Moreati 1997). Par ailleurs, Rabat et collaborateurs (2005) ont montré qu’une
exposition chronique à un bruit environnemental induit des perturbations de
sommeil chez des rats en limitant les quantités de sommeil à ondes lentes et
de sommeil paradoxal ainsi qu’une augmentation de la fragmentation de ces
deux stades.
IV. Conclusion
Plusieurs études chez l’animal montrent que les événements stressants périnataux
pourraient influencer négativement le développement du foetus et induire une
augmentation du niveau d’anxiété. De plus, l’altération du comportement maternel chez
les femelles stressées pourrait entraîner une augmentation du niveau d’anxiété et des
déficits cognitifs chez la progéniture. Les résultats du présent mémoire montrent qu’un
stress infligé à la femelle gestante durant la période périnatale a des conséquences
comportementales non négligeables d’une part sur les femelles gestantes avec deux fois
plus d’avortements supposés, d’autre part sur le comportement émotionnel et cognitif de
la progéniture. Les petits du groupe expérimental présentent une anxiété de trait élevée,
des déficits cognitifs dans des tâches plus complexes et un défaut d’habituation à
l’environnement.
Les limites de la présente étude laissent nombre d’interrogations auxquels nous
n’avons pas pu répondre. Pour palier à ces limites, nous proposons de poursuivre l’étude
afin d’évaluer les fondements neurobiologiques des déficits observés. Il serait possible,
par exemple d’examiner des constituants du système limbique comme la densité et le
nombre de récepteurs à benzodiazépines liés à l’anxiété, à sérotonine liés à l’humeur
ainsi que la densité des contacts synaptiques corticaux liés à la maturation du système
nerveux central et les récepteurs à CR11 liés au stress (Racca et al., 2005; Millan, 2003;
Van de Berg et al., 2000) tant chez les femelles gestantes que chez les petits. De plus
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l’analyse du comportement maternel (Francis et Meaney, 199$; Lui et al., 1997) serait
pris en compte. L’administration du stimulus stressant à des moments précis de la
gestation (première ou deuxième moitié) ou durant les deux premières semaines de vie
postnatale des petits ainsi qu’une analyse polysomnographique du sommeil des femelles
au cours de la gestation et de la progéniture seraient considérées. Pour palier aux
perturbations de sommeil induites par les aboiements canins, on pourrait les enregistrer
et les diffuser durant la période d’activité des femelles (c’est-à-dire durant la phase
d’obscurité).
Il y a encore beaucoup de travail à accomplir afin d’évaluer tous les mécanismes
impliqués dans les conséquences du stress périnatal sur le comportement de la
progéniture. Nous espérons que le présent mémoire saura apporter certains
éclaircissements sur cette importante question.
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